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Fig．3．　Micrographs　of　cells　containing　an　integrated　nmt：ORF　construction　growing　in　the　absence　of　thiamine　at　30℃for　10　h．（A）
　　　Nomarski　photomicrographs，（B）Fluorescence　photomicrographs．　Cells　were　stains　with　DAPI（blue），Calcofluor　white（blue），
　　　BODIPyo　FL　phallacidin（green）．Arrowheads，　large　arrows　and　small　arrows　indicate　the　nuclei，　septa　and　F－actin，　respectively．
　　　Bar　represent　5μm．
strain（34／CO9）showed　normal　cell　shape（image
data　not　shown），but　seemed　to　arrest　the　cell　cycle　in
G1。
　　As　the　correct　positioning　of　the　nucleus，　septum
and　actin　is　very　important　organelles　for　growth　in　fis－
sion　yeast，　it　is　conceivable　that　the　twenty　genes　in－
ducing　overexpression－mediated　abnormal　phenotypes
are　functional　genes　for　the　regulation　of　proliferation．
As　for　the　gene　21／HO6，　the　abnormal　phenotype　of
the　elongate　cell　with　thick　septa　induced　by　overex－
pression（Table　1）suggests　that　the　gene　is　important
for　cell　division　during　mitosis．　Experimentally，　the
function　of　the　gene　21／HO6（alp　7）is　determined　to
involve　in　the　regulation　of　mitotic　progression［8］．As
for　the　gene　30／CO1，　the　abnormal　phenotype　of
nuclear　division　immature　in　the　elongate　cells　in－
duced　by　overexpression（Table　1）suggests　that　the
gene　is　important　for　chromosomal　region　main－
tenance．　Experimentally，　the　function　of　the　gene　30／
CO1（crml）is　determined　to　involve　in　chromosome
compaction　and　nuclear　positioning［9］．　As　for　the
gene 38／CO8，　the　abnormal　phenotype　of　the　elongate
cell　with　thick　septa　and　aberrant　nuclei　induced　by
overexpression（Table　1）suggests　that　the　gene　is　im－
portant　for　cell　division　and　chromosome　segregation
during　mitosis．　Experimentally，　the　function　of　the
gene　38／CO8（alp4）is　determined　to　involve　in　Gl
progression（required），spindle　assembly　checkpoint
a d　cytokinesis［10］ As　for　the　gene　38／CO8，　the　cells
appear d　arr sting　in　the　GI　phase　during　the　mitotic
cell　cycle　induced　by　overexpression（Table　1）sug－
gests that　the　ge e　is　important　for　cell　differentiation，
because　cell－c cle　arrest　in　pre－Start　GI　is　a　prerequi－
site　for　cell　difflerentiation　in　fission　yeast［11，12］．Ex－
perimentally，　the　function　of　the　gene　34／CO9（tor2）is
determined　to　involve　in　starvation　response　（re－
quired）and　stress　response［13］．As　described　above，
the　pheno ype　induced　by　overexpression　in　this　study
may b 　useful　for　determination　of　the　gene　function．
It　is　ther fore　supPosed　that　the　strategy　using　the
genome－wide　 ver xpression　screen　is　an　alternative
to　the　phenotypic　screen　of　the　recessive　mutant　cells
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Genome－wide　screening　of　the　fission　yeast　genes
for　analysis　of　functional　genes．　Indeed，　important
regulatory　genes　are　not　always　essential　for　cell
growth，　which　can　be　analyzed　by　recessive　muta一
tions．　Thus，　the　genome－wide　dominant　genetic　search
in　this　study　will　allow　identifying　such　the　functional
genes　regulating　Proliferation　in丘ssion　yeast．
REFERNCES
［1］Wood，　V．，　Gwilliam，　R。，　Rajandream，　M．　A．，　Lyne，　M．，
　　　Lyne，　R．，Stewart，　A．，　Sgouros，　J．，Peat，　N．，　Hayles，　J．，　Bak－
　　　er，　S．，　Basham，　D．，　Bowman，　S．，　Brooks，　K．，　Brown，　D．，
　　　Brown，　S．，　Chillingworth，　T．，　Churcher，　C．，　Collins，　M。，
　　　Connor，　R．，　Cronin，　A．，　Davis，　P．，　Feltwell，　T．，　Fraser，　A．，
　　　Gentles，　S．，　Goble，　A．，　Hamlin，　N．，　Harris，　D．，　Hidalgo，　J．，
　　　Hodgson，　G，　Holroyd，　S．，　Hornsby，　T．，Howarth，　S．，Huck－
　　　1e，　E．　J．，　Hunt，　S．，　Jagels，　K．，　James，　K．，　Jones，　L，　Jones，
　　　M．，Leather，　S．，　McDonald，　S．，　McLean，　J．，　Mooney，　P，，
　　　Moule，　S，，　Mungall，　K．，　Murphy，　L，　Niblett，　D．，　Odell，　C，，
　　　Oliver，　K．，0’Neil，　S．，　Pearson，　D．，　Quail，　M．　A．，　Rab－
　　　binowitsch，　E，，　Rutherford，　K．，　Rutter，　S．，　Saunders，　D．，
　　　Seeger，　K．，　Sharp，　S．，　Skelton，　J．，　Simmonds，　M．，　Squares，
　　　R．，Squares，　S．，　Stevens，　K．，　Taylor，　K．，　Taylor，　R　G．，
　　　Tivey，　A．，　Walsh，　S．，　Warren，　T．，　Whitehead，　S．，　Wood－
　　　ward，　J．，　Volckaert，　G．，　Aert，　R．，　Robben，　J．，　Grymonprez，
　　　B．，Weltjens，1．，　Vanstreels，　E．，　Rieger，　M．，　Schafer，　M．，
　　　M亘11er－Auer，　S．，　Gabel，　C，，　Fuchs，　M，　DUsterh6ft，　A．，
　　　Fritzc，　C．，　Holzer，　E．，　Moestl，　D．，　Hilbert，　H．，　Borzym，　K．，
　　　Langer，1，，　Beck，　A．，　Lehrach，　H．，　Reinhardt，　R．，　Poh1，　T．
　　　M．，Eger，　P．，　Zimmermann，　W．，　Wedler，　H．，　Wambutt，　R，
　　　Purnelle，　B．，Goffeau，　A．，　Cadieu，　E．，　Dr6ano，　S．，　Gloux，　S．，
　　　Lelaure，　V．，　Mottier，　S．，　Galibert，　F．，Aves，　S，　J．，　Xiang，　Z．，
　　　Hunt，　C．，　Moore，　K．，　Hurst，　S．　M．，　Lucas，　M．，　Rochet，　M．，
　　　Gaillardin，　C，，　Tallada，　V．　A．，　Garzon，　A．，　Thode，　G，Daga，
　　　R．R，　Cruzado，　L，　Jimenez，　J．，　S盃nchez，　M，　del　Rey，　F．，
　　　Benito，　J．，　Domfnguez，　A．，　Revuelta，　J．　L，　Moreno，　S．，
　　　Armstrong，エ，　Forsburg，　S．　L，　Cerutti，　L，　Lowe，　T．，
　　　McCombie，　W．　R．，　Paulsen，1．，　Potashkin，　J。，　Shpakovski，
　　　G．V．，　Ussery，　D．，　Barrell，　B．　G．　and　Nurse，　P．（2002）The
　　　genome　sequence　of　Schiaosaccharomyces　pombe．　Nature　415，
　　　871－880，
［2］　Moreno，　S．，　Klar，　A．　and　Nurse，　P．（1991）Molecular
　　　gen tic analysis　of且ssion　yeast　Schi20saccharo〃りJces　po〃めθ．
　　　Methods　Enzymol．194，795－823．
［3］Matsuyama，　A．，　Shirai，　A．，　Yashiroda，　Y．，　Kamata，　A．，
　　　Horinouchi，　S．　 nd　Yoshida，　M．（2004）pDUAL，　a　multipur－
　　　pose，　multicopy　vector　capable　of　chromosomal　integration
　　　in　fission　yeast，　Yeast　21，1289－1305．
［4］Maundrell，　K．（1990）nmtl　of　fission　yeast．　A　highly　tran－
　　　scribed　gene　completely　repressed　by　thiamine．　J．　BioL
　　　Chem．265，10857－10864．
［5］　Matsuyama，　A．，　Arai，　R．，　Yashiroda，　Y．，　Shirai，　A．，
　　　Kamata，　A．，　Sekido，　S．，　Kobayashi，　Y．，　Hashimoto，　A．，
　　　Hamamoto，　M．，　Hiraoka，　Y．，　Horinouchi，　S．　and　Yoshida，
　　　M．（2006）ORFeome　cloning　and　global　analysis　of　protein
　　　localization　in　the且ssion　yeast　Schizosaccharo〃りyces　po〃めθ．
　　　Nature　Biotechnology　24，841－847．
［6］Alfa C． 　Fantes，　P．，　Hyams，　J．，　McLeod，　M．　and　War－
　　　brick，　E．（1993）Experiments　with　Fission　Yeast：ALabora－
　　　tory　Course　Manua1，　Cold　Spring　Harbor，　New　York：Cold
　　　Spring　Harbor　Laboratory　Press．
［7］Arai，　R．，　Nakano，　K．　and　Mabuchi，1．（1998）Subcellular
　　　localization　and　possible　function　of　actin，　tropomyosin　and
　　　actin－related　protein　3（Arp3）in　the且ssion　yeast　Schi20sαc－
　　　ch romyces　pombe，　Eur．エCelL　BioL　76，288－295．
［8］Sato，　M．，Vardy，　L，Angel　Garcia，　M．，Koonrugsa，　N，　and
　　　Tod ，　T．（2004）Interdependency　of　fission　yeast　Alp14／
　　 TO 　and　coiled　coil　protein　Alp7　in　microtubule　localization
　　　and　bipolar　spindle　formation．　MoL　BioL　Cell　15，1609－
　　　1622．
［9］　Kudo，　N。，　Khochbin，　S．，　Nishi，　K．，　Kitano，　K．，Yanagida，
　　　M．，Yoshida，　M．　and　Horinouchi，　S．（1997）Molecular　clon－
　　　ing　and　cell　cycle－dependent　expression　of　mammalian
　　 CRM a　protein　involved　in　nuclear　export　of　proteins．　J．
　　　Biol．　Chem．272，29742－29751．
［10］　Vardy，　L。　and　Toda，　T．（2000）The且ssion　yeastγ一tubu・
　　　lin complex　is　required　in　GI　phase　and　is　a　component　of
　　　the　spindle　assembly　checkpoint．　EMBO　J。19，6098－6111．
［11］ Ege1，　R．　and　Egel－Mitani，　M．（1974）Premeiotic　DNA
　　　synthesis　in　fission　yeast．　Exp．　Cell　Res．88，127－134．
［12］　Nurse，　P．　and　Bissett，　Y．（1981）．Gene　required　in　GI　for
　　　commitment　to　cel　cycle　and　in　G2　for　control　of　mitosis　in
　　　且ssion　yeast．　Nature　292，558－560．
［13］Alvarez，　B．　and　Moreno，　S．（2006）Fission　yeast　Tor2
　　promotes　cell　growth　and　represses　cell　differentiation．　J．
　　　Cell　Sci．119，4475－4485．
一89一
明治大学農学部研究報告　第58巻一第3号（2009）
　過剰発現による増殖阻害を指標とした分裂酵母
、Schizosaccharomyces　Pombe機能遺伝子の網羅的探索
糸井雅希1，西村慎一，八代田陽子2，荒井律子2，吉田　稔2，浜本牧子1
　高等生物の新規遺伝子の機能予測を目的としたゲノム塩基配列の相同性解析のための極めて優れたモデル生物で
ある分裂酵母Schi20Sαccharomyces　Pombeについて，過剰発現による増殖阻害を指標としたゲノム全体にわたる機
能遺伝子の網羅的な探索手法を試みた。チアミンにより制御可能なプロモーターを用いて構築された遺伝子過剰発
現株169株を用いて，固体培地上における遺伝子過剰発現状態のコロニー形成能を調べた結果，20株がコロニーを
全く形成しなかった。次に，この20株について，遺伝子強制発現のシャットオフによる生育回復試験を行った。
その結果，20株すべてが正常細胞と同程度に生育を回復した。従って，遺伝子過剰発現状態において全くコロ
ニー形成しなかった20株は，死滅状態ではなく，増殖停止状態の細胞であると考えられた。次に，この20株につ
いて，細胞形態および細胞小器官（核，隔壁，アクチソ）の形態と局在を調べた結果，種々の形態異常が観察され
た。このうち4遺伝子の機能については劣性変異株を用いて既に明らかにされている。これらの遺伝子機能は，
本研究において遺伝子過剰発現により誘導された表現型から推測可能である。従って，過剰発現株を用いたゲノム
ワイドな網羅的探索手法は，従来の劣性変異株の表現型解析による機能遺伝子解析の代替手法となり得ると考えら
れる。実際，劣性変異で解析可能な遺伝子は，細胞増殖に必須とは限らない。以上の結果より，遺伝子過剰発現株
を用いた優性遺伝学的な手法は，分裂酵母の機能遺伝子の網羅的探索手法として極めて有用であると考えられた。
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